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1. Roviditések jegyzéke

AgNP- eziist nanopartikulum

AuNP-arany nanopartikulum

CCF- Coeloma Citolitikus Faktor

LMA-Low Melting Agarose (alacsony olvadaspontt agar6z gél)
NBT- Nitro Blue Tetrazolium

NMA-Normal Melting Agarose (normal olvadasponta agardz gél)
NP-nanopartikulum

ROl-reaktiv oxigén intermedierek

TEMED- Tetramethyl-ethylene-diamine

7-AAD-7-amino actinomycin D



2. Bevezetés, irodalmi attekintés

2.1. A nanorészecskek tulajdonsagai

A nanotechnolégia egy ujdonsiilt tudomanyag, amely egy teljesen 1) korszak
hirnokének, vagy a kovetkez6 ipari forradalom uttoréjének tekintheté (HANSEN ES MTSAL.
2008). Ez a technologia magéaban foglalja az atomi, molekularis és makromolekularis
tertileteken torténd kutatasokat és fejlesztéseket, melyekben az alkotdéelemeket nanométeres
skalan értelmezziik. A kiilonféle nano-méretli anyagok hajlamosabbak a kémiai reakcidkra,
kiilonb6z6 erdsségli vagy eltérd elektromos tulajdonsagaik révén mobilisabbak lehetnek a
nagyobb méretli, hasonlé anyagoknal. Az Eurdpai Bizottsag 2011. oktober 18-an a
kovetkezOképp hatarozta meg a nanopartikulumok fogalmat: természetes, esetlegesen gyarilag
eldallitott anyagok, melyek a partikulumokat oldott vagy aggregalt allapotban tartalmazzik,
méretiik egy vagy tobb dimenzios skalan 10 és 100 nm kozotti tartomanyban mozog. A fém-
NP-ok a legelterjedtebb kereskedelmi és orvosbioldgiai nano-termékek (pl. sebkdtozo
anyagok, gyogyszeradagolok). Szamos kereskedelmi és gyarilag eldallitott termékrol
elmondhato, hogy NP-okat tartalmaz. Gyartasuk és hasznalatuk rendkiviil gyorsan novekszik,
a 2004-es becslések szerint a globalis szintii eldallitasuk és hasznalatuk tobb ezer tonnara volt
tehetd, és 2020-ra mar el fogja érni a fél millié tonnat. Igy biztosnak mondhato, hogy a
nanotermékek melléktermékei is kikeriilnek a kornyezetbe (ROBICHAUD ES MTSAIL 2009,

STENSBERG ES MTSAL 2011).

2.2. A nanorészecskék, mint potencidlis kornyezeti szennyezéanyagok

Az ipari és mezdgazdasagi tevékenységek révén megnovekedett szennyezOanyagok
karosak lehetnek nemcsak a kornyezetre, de a kozegészségre is. A NP-ok eldallitisa egy
elektronikus-galvanikus eljaras keretein beliil torténik meg, igy konnyebben szivodnak fel a
szervezetben apro részecskék formdjaban. Ebbdl kifolyolag akar még alacsony
koncentracioban is hatoképesnek tekinthetdk a szervezet egyenstlyanak felboritdsara, az
¢letfolyamatokat negativ iranyba valo befolyasolasara. Méretiik és esetlegesen mas anyaggal
valo boritottsdguk nagymértékben meghatarozza a reaktivitasukat, transzportjukat, és
toxicitasukat. A nanotoxikoldgiai tanulmanyokban Kkitiintetett szerephez jutnak a baktériumok
¢s a gerinctelenek, mivel az anyagok kornyezetiinkbe keriilése esetén, ezek a szervezetek az

elsok kozott taldlkozhatnak a nanorészecskékkel (MAURER-JONES és mtsai 2009).



2.3. Nanotoxikologiai kutatasok gerinctelen modellszervezetek alkalmazasaval
Az 0konanotoxikologiai irodalom az Ag, a TiOy, ZnO, Si és szén alapu (pl. fullerének)

nanotermékeket helyezi a kdzpontba.

A NP-ok hatdsainak kutatdsandl a talajlaké €s a vizi szervezetek is jelentds szerepet
kapnak. Kedvelt modellallat a Mytilus (tengeri kagyld), melynek hemocytait vizsgaltak in
vitro Cgp, TiO,, SiO, NP-kezeléseket kovetéen. Az eredmények alapjan ezeknek a NP-oknak
hatasara nem mutathatd ki szignifikdns citotoxicitas, de lizozim, oxigén-gyokok, és NO

produkcio révén immun, - és gyulladasos folyamatok indulnak be (CANESI ES MTSAIL 2010).

HECKMANN ES MTSAT (2011) gytrtsférgeken in vivo vizsgaltak a leginkabb toxikusnak
nyilvanitott inorganikus NP-ok (Cu, Au, Ag, Ti, Zn, Si, Al), és ezek szabad ionjainak hatasait.
Az AgNP, CuNP és TiO,-NP a reprodukcios képességben okozott toxicitast. Tovabbi, in vitro
toxicitasi tesztekkel bizonyitottak, hogy Eisenia fetida gilisztafajpan a TiO, (10-20nm)
jelenléte mitokondrialis karosodast, in vivo a ZnO (10-20nm) NP-ok pedig a bélsejtek
karosodasat idézi el6. A Ti és Zn bioakkumulacidja 7 nap utan kovetkezett be, a ZnO sokkal
er6sebb toxikus valasz kivaltasara képes, mint a TiO, (HU £S MTSAIL 2010). A Cgo fullerén
hatasat vizsgaltak in vivo és in vitro Lumbricus rubellus-ban és E. venata-ban is. In vivo
tanulmanyokkal szovetkarosodast mutattak ki, amely azonban megnovekedett immunvalasz

nélkiil kovetkezett be (VAN DER PLOEG ES MTSAL 2011).

A legtobb tanulmany azonban az AgNP-ok toxicitasdnak vizsgélataval foglalkozik
(Kwak Es MTsAl. 2013). Az AgNP-okat kereskedelmi szempontbdl széles korben
alkalmazzak, a haztartdsokban is megtaldlhatok, antimikrobidlis hatdsuk miatt szamos
gyogyaszatban hasznalatos termék alapanyaga. Az AgNP bioakkumulécidja gytirtisférgeknél
relative alacsonynak mondhaté (COUTRIS ES MTSAI. 2012), azonban tobb fizioldgiai
jellemzdre van hatdssal a mar 100 mg/kg szédraz talaj alatti NP-mennyiség, pl. enzim-
aktivitas-fokozodas (HU ES MTSAIL 2012), oxidativ stresszvalasz (TSYUSKO ES MTSAI. 2012),
és szoveti apoptozis (LAPIED ES MTSAI 2010) figyelhet6 meg. Az AgNP akkumulacioja az E.
andrei faj coelomafolyadékaban a lizoszomalis aktivitas fokozddasat valtotta ki (KWAK ES
MTSAL 2010).

Korlatozott  szamban  allnak  rendelkezésiinkre = tanulmanyok a  NP-ok
immunfolyamatokat befolyasold in vivo és in vitro hatasair6l. Munkank soran a nagyobb
hangstlyt az AgNP in vitro E. andrei immunolodgiailag kompetens sejtjeire (un.

coelomasejtek) gyakorolt hatasainak tanulmanyozasa kapta. Az AgNP hatasainak vizsgalata

5



mellett az AuNP toxikus hatasaival is foglalkoztunk. Az AuNP-okat is egyre szélesebb korben
alkalmazzdk gyogyaszati termékek alapanyagaként, hasznalatdval kapcsolatban szamos
kutatas folyik. Korabbi tanulmanyokban megfigyelték, hogy az AuNP képes szétosztodni a
szoveteken keresztiil, mely folyamat nagymértékben fligg a NP méretétdl és formajatol

(UNRINE ES MTSAL 2010).

2.4. A gerinctelenek, mint immunologiai modellszervezetek

Egy gerinctelen allat testfelépitését és életfolyamatait vizsgalva modunkban 4ll
megismerni a filogenezis folyamatait, altalanosan el6forduld, evolucidsan Osibb jelenségek
alapjait tarhatjuk fel, amelyek kiilonboz6 fejlettségi szinten 1€vo allatcsoportokban is

elofordulnak.

Szamos gerinctelen modellallatot alkalmaznak a velesziiletett immunitas elemzésekor,
remélve, hogy részletesebben megismerik a gerincesek komplex immunrendszerének kezdeti
Iépéseit. A gerinctelen allatok relative konnyen szaporithatéak, a laboratoriumi tartasuk
konnyt, és felhasznalasuk nem titkdzik szigort etikai akadalyokba. Az elébbi okok, szintén
alatdmaszthatjdk a gerinctelen modellallatok kisérletes felhaszndldsat. Tovabba, a
gerincteleneknél felfedezett aktiv immunmechanizmusok joval Osszetettebbek, mint azt
korabban feltételezték (pl. az antimikrobidlis peptidek termelése, koagulacio, fagocitozis €s az
enkapszulacios reakciok Osszehangolt miikodése) (COOPER ES MTSAL 2002). Szintén nem
régen valt ismertté, hogy a gerinctelen allatokban felfedezett mintazat felismerd receptorok
konzervalt és specialis (gerinceseknél kevésbé ismert) jelatviteli utvonalakat is mitkodésbe

hozhatnak (ENGELMANN ES MTSAL 2011).

2.5. Az Eisenia fajok immunrendszere

A kevéssertéjii  gytirtisférgeket (alosztaly: Oligochaeta) els6sorban a kornyezeti
toxikologiai kisérletekben alkalmazzak. A kisérletes felhasznalas magyarazhato azzal, hogy a
talajlako gilisztdk magas nehézfém-rezisztencidval rendelkeznek, illetve a nehéz-fémionok
idbleges tarolasara és inaktivalasara is képesek (DEMUYNCK ES MTSAIL 2007; CALISI ES MTSAI
2009). A torzsfejlodés soran ebben a gerinctelen allatcsoportban figyelhetjiik meg el6szor a
cellularis és a humoralis immunvalasz egyiittes mikodését (BILE] ES MTSAL 1995). A
humorélis immunfolyamatok nagy része a coelomafolyadékban zajlik, a coelomafolyadék
proteolitikus, hemolitikus, antibakterialis, és citolitikus tulajdonsagokkal (ld. 1. tablazat)
rendelkezik (BILEJ ES MTSAI 2000; COOPER ES MTSAI 2002). Az oligochaeta gytriisférgek

coelomafolyadéka molekularis elemek mellett cellularis komponenseket is tartalmaz, az un.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1532045607000907
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651309000517

coelomasejteket. Ezek a sejtek morfologiailag és funkcionalis szempontbol is analogiat
mutatnak a gerincesek fehérvérsejtjeivel. Ezen sejteknek tobb tipusat kiilonboztetjiik meg. A
coelomasejtek multifunkcionalisak, immunvélaszban betoltott szerepiik elsésorban a

fagocitozisban nyilvanul meg.

2.6. A coelomasejtek csoportositasa

A coelomasejtek szamos funkcidval rendelkeznek, amelyek koziil a legfontosabbak a
sejt-sejt felismerés és a fagocitozis. A sejtek leszarmazasi vonalai részleteiben nem
tisztazottak, tobb kutatdo ugy véli, hogy a sejtek a coelomaiireg epithelidlis vonaldbol

szarmaznak, tehat az epitheliummal kapcsolatban all6 specialis strukturakbol erednek.

Szamos, az Oligochaeta rendbe tartozo fajnak vizsgaltdk mar a coelomasejtjeit (pl: E.
veneta, A.chlorotica), azonban tényleges szerepiikre vonatkozé legtobb adat a foldigilisztabol
(L. terrestris) és tragyagilisztabol (E. fetida) szarmazik (ADAMOWICZ 2005, KUREK ES MTSAL.
2007). A coelomasejtek kategorizalasa kezdetben klasszikus mikroszkopos modszerekkel
tortént (COOPER ES STEIN 1981, VALEMBOIS ES MTSAIL 1992), a ma hasznalatos, egyszeri{ibb
csoportositas alapjan (aramlasi citometria és monoklonalis ellenanyagok felhasznalasa) a
coelomasejteknek -eredetiik és morfologiajuk alapjan- két nagyobb alpopulacidja kiilonithetd
el. Ezek az amobocitak (hialin és granularis) és az eleocitak. A granularis amdbocitak, hialin
amobocitak a cellularis immunmechanizmusok (fagocitozis és enkapszulacio) résztvevoi, mig
az eleocitak (amik megegyeznek szabad chloragogén sejtekkel) hozzajarulnak a homeosztazis
fenntartasahoz és foként a humoralis immunmechanizmusokban vesznek részt (ENGELMANN

ES MTSAT 2005, ENGELMANN ES MTSAL 2011).

2.7. A humordlis komponensek csoportositisa

A gytiriisférgek humoralis immunvalaszanak tanulmanyozasakor kiilonleges figyelmet
szenteltek a szekretalt citolitikus komponenseknek. A coelomafolyadék citolitikus hatdsa
altalanosan bizonyitott gerinces erythrocytakon (BILEJ £ES MTSAL 2000). A haemolizinek
tobbsége haemagglutinacios tulajdonsaggal bir, azonban bakteriosztatikus hatdssal is
rendelkeznek (VALEMBOIS ES MTSAL 1982). A humoralis immunvalasz tobbnyire a
fenoloxidazok/peroxidazok (VALEMBOIS ES MTSAL 1991), lizozim (LASSALLE ES MTSAL
1988), agglutinin (STEIN ES COOPER 1988), és a fetidin szintézisével zajlik (ROCH ES MTSAL
1981; MILOCHAU ES MTSAIL 1997). A coeloma citolitikus faktor (CCF) nem régen valt

ismertté, mint a coelomafolyadék mintazat felismerd funkcioval rendelkezé molekuldja.
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1. tabldzat: Antimikrobidlis és citolitikus hatdsu proteinek E. fetida-ban (BILEJ ES mTs41. 2000)




3. Célkitiizések

Szamos gerinctelen fajban vizsgaltdk mar a kiilonb6zé NP-ok toxikus hatasait. A

giliszta coelomasejtek AgNP és AuNP expozicidra adott bioldgiai valaszreakcioirol még

viszonylag kevés ismeret all a rendelkezésiinkre. Munkénk soran feltételeztiik, hogy a giliszta

immunsejtek, mint primér makrofag-szeri sejtek, képesek a NP-k gyors felvételére,

bekebelezésére ebbdl kifolyodlag érzékenyen reagalnak az NP-ok toxikus hatdsaira. A tervezett

kisérletek soran célul tuztik ki:

1.

crcr

AUNP in vitro kezeléseket kovetden az elpusztult sejtek aranyanak megallapitasat

Az el6z6 mérésekkel parhuzamosan a coelomasejtek kaszpdz aktivitdsdnak

vizsgalatat.

Reaktiv oxigén intermedierek termelédése kapcsan szuperoxid-dizmutaz (SOD)

enzimaktivitas vizsgalatat zimografia alkalmazasaval.

A DNS-karosodas kozvetlen becslését Comet-assay-vel.

A kiilonbozé gilisztafajokbol (E. andrei és E. fetida) szarmazo coelomasejtek

tulélésének Osszehasonlitdsat a NP koncentraciok fiiggvényében.



4. Anyagok és modszerek

4.1. Kisérleti dallatok tartisa

Kisérleteink soran ivarérett tragyagilisztakat hasznaltunk fel (Eisenia andrei, és E.
fetida, Subclassis: Oligochaeta, Phylum: Annelida). Az allatokat a Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Allattani Tanszékén 1985-6ta fenntartott tenyészetbdl szereztiik be, a tartdsuk
standard laboratoriumi koriilmények (hémérséklet: 20 + 1°C, folyamatos légcsere, napi 12
ords megvilagitds, a tenyésztalaj Osszetétele: 50% hansagi tézeg ¢és 50% 16tragya,
nedvességtartalma ~60%) kozott tortént. A kisérletek megkezdése eldtt 48 oraval a
kivalogatott allatokat csapvizzel nedvesitett papirvattara helyeztiik at, amig bélcsatornajukbol
a talajszemcsék kitiriiltek. A kisérlet kezdete el6tt az allatokat csapvizzel oblitettiik le, hogy

semmilyen szennyez0dés ne keriiljon az izolalé pufferbe.

4.2. Coelomasejtek izoldldsa

A coelomasejteket izoldlé puffer (71,2 mM NaCl, 5 mM EGTA, 504 mM
guaiacolglycerylether, 5 %-os ethanol, pH: 7,3) segitségével izolaltuk. Az alkoholtartalmua
izolaldé puffer hatasara a gilisztak a dorzalis porusokon kibocsatjdk a coelomasejteket
tartalmazé coelomafolyadékot. Ezek utan a mintakat LBSS-sel (71,5 mM NacCl; 4,8 mM KClI;
1,1mM MgSO,, 0,4 mM KH2POg4; 0,3 mM NaH2POg; 4,2mM NaHCOs; pH:7,3) kétszeres
térfogatara higitottuk, és centrifugéltuk (1000 rpm/Sperc), majd a feliiliszot ledntottik. Az

€16 coelomasejtek szamat tripankék festékkizarasi teszttel hataroztuk meg.

4.3. Sejtek kezelése

A coelomasejtek izoldlasa utan a sejteket médiumban vettiik fel (RPMI, 1% FCS, 1%
penicillin), majd a szamolas utan 5x10°-2,5x10° sejtet (a kisérletes assay-t6] és mintaszamtol
fiiggéen) kezeltiink NP-okkal (AgNP-AuNP 10 nm). Vizsgalataink soran a kezelések
kiilonbozé koncentraciokban (1,25pug-40pug/ml) és kiilonbozé idStartamban (4 és 24 ora)
zajlottak. A kezelés utan a sejteket PBS-ben mostuk, majd tovabbi kisérleteinkben hasznaltuk
fel.

4.4. Sejtek életképességének meghatdarozdsa

A kiilénbozé idétartami kezeléseket kovetden a sejteket (10° db) PBS-ben mostuk,
majd centrifugaltuk (1000 rpm/Sperc). A feliiliszo ledntését kovetden a sejtekhez 7-amino-
actinomycin D (Biotium, 7-AAD, 1 nug/ml) nukleinsav festéket adtunk, és aramlasi

citometriaval mértiik a mintakat.
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4.5. Sejtszintii kaszpaz aktivitdas vizsgalata

A kiilonboz6 idétartami kezeléseket kovetéen a sejteket (10° db) mostuk, majd
centrifugaltuk (1000 rpm/Sperc). A feliilusz6 ledntését kdovetéen a sejteket LBSS-ben
reszuszpendaltuk, majd ehhez adtuk hozza a fluoreszcens caspase 3 szubsztratot (Biotium,
Nucview 488 caspase 3 substrate). A 30 perc inkubacio utan a sejteket LBSS-sel higitottuk, és

aramlasi citometriaval mértik.

4.6. Aramldsi citometria
Az adatgytijtéshez FACSCalibur (BD) tipust dramlasi citométert hasznaltunk, az adatok
kiértékelését az FCSExpress (DeNovo) szoftverrel végeztiik.

4.7. Lizatum készitése

A coelomasejtek izolalasanak (1d. anyag és modszer 4.2. alfejezet) és kezelésének (Id.
anyag ¢és modszer 4.3. alfejezet) folyamata az elébb leirt modon tortént. A feliiliszo ledntése
utana a sejteket lizalopufferben (0,5% Triton X-100, 50mM TRIS-HCI, 300mM NaCl, pH:
7,6) vettiik fel. Proteazgatlok (Protease Inhibitors mix, Sigma Aldrich, 1pg/ml) jelenlétében
homogenizaltuk (4 °C, 15 perc) a coelomasejteket. Majd a centrifugalas utan (13000 rpm/10

perc) a sejttormeléktdl megszabadultunk.

4.8. Szuperoxid dizmutdz (SOD)-zimogrdfia

A zimografia alapja a nativ poliakrilamid gélelektroforézis. A futtaté gél akrilamid
koncentracioja 7,5 %, a szeparald gelé 4%. A sejtek kezelése (AuNP: 20 pg/ml, AgNP
Spug/ml, H,0, 20 pl/ml) 24 o6raig tartott, majd a lizatum készitése utan a mintak futtatasra
keriiltek. A futtatast 105-110V-on jégen végeztiik (futtatdo puffer: 125mM Tris-HCI, 1,23M
Glycine, 0,5% SDS, pH 8,3). A futtatas ideje 90-120 perc volt. Az elektroforézis utan a gélt
renaturaltuk (2.5% Triton X-100 (3x 10 perc), majd 30 percig sotétben, 2,45 mM NBT-
oldatban (75% N,N-dimethylformamid) tartottuk, ez a kromogén szubsztrat a szuperoxid-
anionok detektalasara. Ezt kdvetden a gél egy 36 mM KH,PO, puffer (pH: 7.8) alapt 28 uM
riboflavint és 28 mM TEMED-et tartalmazo oldatba keriilt. A zimografidk denzitometrias

analizisét ImageJ2x program segitségével végeztiik el.

4.9. Comet-assay

A sejteket izolaltuk, majd a NP-kal 24 oras kezelést hajtottunk végre. Vizsgalatainkat
sotétben végeztiik, hogy az UV-sugarzas hatasat kizarjuk. Munkéank soran a szendvics-agar6z
gél strukturat alkalmaztuk, amely azt jelenti, hogy két kiilonbozd olvadaspontt gélt harom

rétegben vittiik fel a maratott targylemezre. Az elsé réteg 0,5%-0S PBS-ben higitott NMA
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(normal olvadasponti agaroz gél) (150 ul) volt, amit 5-10 perc alatt szobahémérsékleten
hagytuk megszilardulni. A masodik réteg a PBS-ben oldott 0,5%-0s (37 Celsius fokos
vizfirdében tartott) LMA (alacsony olvadasponta agar6z gél) (75 ul) volt, amit
sszekevertiink a sejtekkel (2,5x10° db/ml,) ezek utan 20 percig allni hagytuk. A harmadik
réteg ismét LMA (75 ul) volt, amely mar nem tartalmazott sejteket. Minden egyes réteg
felvitelét kovetden, a még folyékony gélre egy nagyméretli fedélemezt helyeztiink, mellyel
elértiik a gél egyenletes szétteriilését. A harmadik réteg LMA megszilarduldsa utdn a
Na-szarkozinat, 2.5 M NaCl, 100 mM Na,-EDTA, 10mM-Tris, 1 % Triton X- 100, 10 %
DMSO), fénytdl védve, egy oraig ott tartottuk (4 °C-on). Ennek az volt a célja, hogy a
nukleinsav masodlagos szerkezete részben szétvaljon, igy pedig lehet6vé valjon a DNS
fragmentek vandorldsa az agar6z gélben. A lizis elvégzése utan elvégeztiik az elektroforézist
lugos koriilmények kozott. A targylemezeket az elektroforézishez frissen készitett pufferbe
(200 mM EDTA, 10 N NaOH, pH:10) helyeztiik, és a futtatokddban 20 percig allni hagytuk,
majd 40 percig sotétben futtattuk (0,46V/cm, 136 mA). A futtatds utan a targylemezekre
neutralizal6 oldatot (0,4 M Tris, pH: 7.5) cseppentettiink (3x5perc) és végil etidium-
bromiddal festettiik (50 pl). Fluoreszcens mikroszkoppal 400 x-os nagyitassal vizsgaltuk a
sejteket. Megfeleld szamitogépes program alkalmazasaval a mikroszkopban készitett sejtekrol
felvételeket készitettiink, melyeket késébbiekben a program (Comet assay IV. Perceptive
Instruments Ltd.) segitségével elemezni tudtunk. Az elemzés sordn végpontként a ,,fej” és a
»CsOva” intenzitasanak aranyat, a ,tail moment”-et (TM) hataroztuk meg, és ezekkel
végeztiink statisztikai elemzést. Minél nagyobb kéarosodast szenvedett a sejt, annal kisebb
méretli lesz a feji, és anndl nagyobb a csova (listokos) része. Az ép sejtek gomb alakuak

maradnak.

4.10. Statisztikai analizis
A statisztikai elemzés céljara a Microsof Excel és a Microcal Origin (Microcal

Software Inc., Northhampton, MA, USA) programot alkalmaztuk.

Az eredmények abrazolasakor az atlagokat és a standard hibasavokat tiintettiik fel. A
kezelések hatasainak elemzését Student-féle (kétmintas, egyenld varianciaju) t-teszttel, illetve
harom, vagy tobb értéksor dsszehasonlitasa esetén ANOVA ¢€s post-hoc analizis segitségével

veégeztiik. A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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5. Eredmények

5.1. E. andprei coelomasejtek életképesség vizsgalata NP kezelést kévetoen
Els6ként E. andrei fajbol szarmazd coelomasejtek életképességét vizsgaltuk aramlasi

citometriaval 24 6ras in vitro NP kezeléseket kovetden.

Az izolélt coelomasejtek egy kevert populaciot alkotnak, jelen vizsgalatainkban az
effektor coelomasejtekre, az amoebocitakra koncentraltunk (1A. abra). Minden mérésiinkh6z
tobb negativ kontrollt készitettiink, ezekbdl egyet kivalasztottunk, az eredményt az alabbi dot-
blot szemlélteti (1B. abra).

A B H,O E.andrei
104;1
] ita 4
. g 101y 93% 251%
10°3
. r=- 1 3
z | "
O 2 ) I
1077 -
/S 9
('
10'3
100 \EE CNNE Cver PN ERRL FER T RN D TR S L A
0 64 128 192 25¢
FSC-H

1.A abra: A coelomasejteket fizikai paraméterek alapjan (nagysag és granularitas) tobb alcsoportra

erer

autofluoreszcencia megneheziti a fluoreszcens markerek adatainak (pl. nukleinsav festék felvétele

esetében az el6/halott sejtek) objektiv értékelését.

1.B abra: E. andrei coelomasejtek vitalitasa a kontroll mintaban (7AAD festés). Reprezentativ példa

harom mérésbol.

A dot-ploton lathato, hogy a 24 dras kezelést kovetden a negativ kontrollban a sejtek
4,93 %-a pusztult el. Negativ kontrollként a tapoldat-sejtek keverékéhez steril desztilallt vizet
adtunk, ugyanabban a térfogatban, melyben a legmagasabb NP koncentraciot (40 pl)
alkalmaztuk (1B. abra).

Az AuNP-val valé inkubéciot is ugyanolyan koncentraciokban végeztiik el, mint az
AgNP-kezeléseket, eldzetes tanulmanyok alapjan tisztaban voltunk azzal, hogy az AuNP
kevésbé toxikus, mint az AgNP (2. abra).
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FL3-H

10 pg/ml AuNP

4,89%

2.45%

FL3-H

20 pg/ml AuNP

40 pg/ml AuNP

1,81%

10735 849, 1,83%

2. abra: Sejtek vitalitasa 24 6ras AUNP kezelést kovetéen (E. andrei). Reprezentativ mintak 3 mérésbél.

Az AuNP kezelés (24 ora, 10 pg/ml) hatasara a sejtek 4,89 %-a, mig a 20 pg/ml-es AUNP
kezelés kovetkeztében a sejtek 5,10%-a pusztult el (2. abra). A 40 pg/ml AuNP a sejtek 5,84

%-anak pusztulasat okozta. Itt meg kell emliteniink, hogy a sejteket alacsonyabb

koncentraciokkal is kezeltiik, azonban ott nem tapasztaltunk valtozast a kontrollhoz (1B.

abra) képest, amely ezeknél a koncentracioknal is minimalisnak mondhato.

FL3-H

10 pg/ml AgNP

19,39%

248

]

R NI

L]

4

FL3-H

20 pg/ml AgNP

£
10" 475 gaos 027
10°

2
10
10"

y

10 1 "

1wt 10 0t 10

40 pg/ml AgNP

07 %00,20%

3. abra: Sejtek vitalitasa 24 oras AgNP kezelést kovetéen (E. andrei). Reprezentativ mintak 3 mérésbaol.

A 24 6ras 10 pg/ml-es AgNP hatdsara a sejtek 19,39 %-a, mig a 20 pg/ml-es AgNP kezelés
kovetkeztében a sejtek 75,69%-a pusztult el (3. abra). A 40 ug/ml AgNP a sejtek 90,20 %-

anak pusztulasat okozta, tehat a pusztulas a koncentracio novekedésével aranyosan valtozott.

Méréseink atlagat egy kozos grafikonon abrazoltuk (1. grafikon). A grafikon alapjan

elmondhatjuk, hogy az AuNP-kezelés hatasara nem kovetkezett be lényegesen nagyobb

sejtpusztulas a kontrollhoz képest.
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1. grafikon: A coelomasejtek tulélése 24 6ras AgNP és AuNP kezelést kovetéen (n=3, atlag £ SEM).

Az AgNP esetében azonban koncentraciofiiggd toxicitast tapasztaltunk (1. grafikon), a
sejtek fele (LD50) koriilbeliill a 15-20 ug/ml-es AgNP kezelés hatasara pusztul el. A 30
ug/ml-es kezelés a sejtek kb. 80%-anak, a 40 pug/ml-es kezelés pedig kb. a sejtek 90%-anak

pusztulasat okozta.

A mérési eredmények jobb szemléltetéséhez a koncentracidkat, ahol nagyobb toxicitast

tapasztaltunk kozos hisztogramon abrazoltuk (4. abra). Kisebb koncentracidban a kezelés

még nem okozott jelentdsebb valtozast.
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4. abra: A NP kezelt E. andrei coelomasejtek 7-AAD felvétele (a grafikonon a koncentraciok mellett a

pg/ml nincs feltiintetve)

A 10%-10" kozotti tartomany szemlélteti az €16 sejteket. A koncentraciok novelésével,
lathatd, hogy az €16 sejtek ardnya fokozatosan csokken. A 7AAD fluoreszcencia (10% koriili
tartomany), pedig aranyosan emelkedik az elpusztult sejtek mértékével. Kiilonbséget a

negativ kontroll és az AuNP kezelt mintak kozott nem lathatunk.

5.2. E. fetida coelomasejtek életképesség vizsgdalata NP kezelést kévetien

Hasonloan az elézéekhez az E. fetida coelomasejtek esetében is tobb kiilonb6z6

crer

H,O 20 pg/ml AuNP

10Es.0a% 124% " [E15% 1a7%

FL3-H
FL3-H

10’
FL1-H
5. abra: Coelomaejtek vitalitasa negativ kontroll (H,O) és AuNP kezelést kovetden (E. fetida).

Reprezentativ minta 3 mérésbol.
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A negativ kontrollban (5. abra) a coelomasejtek 26,04%-a pusztult el. A steril
desztillalt viz itt is akkora térfogatban keriilt a tdpoldat-sejtek keverékéhez, mint amekkora a
legmagasabb NP koncentracié volt (40 pul). A 20 ug/ml AuNP hozziadasa a sejtek 18,15 %-
anak pusztulasat okozta (5. dabra). A harom fiiggetlen 20 pg/ml-es AuNP kezelésnél az
elpusztult sejtek atlaga 26,55 %, amely nem sokkal haladta meg a negativ kontrollnal (H,0)
bekovetkezett sejtpusztulast (24,55 %).

10 pg/ml AgNP 20 pg/ml AgNP 40 pg/ml AgNP
10 , ; i ,
63,629 0,15% 0,16 10°373,61% 0,00%
10°]
T I
. i 1 0180 0,002
w ot et 00 100 1 0wt
FL1-H FL1-H FL1-H

6. abra: Sejtek vitalitasa24 éras AgNP kezelést kovetéen (E.fetida). Reprezentativ mintak 3 mérésbél.

A 24 6ras 10 pg/ml-es AgNP kezelés (6. abra) hatasara a sejtek 68,82 %-a, miga 20 pg/ml-
es AgNP kezelés kovetkeztében a sejtek 65,99 %-a pusztult el. A 40 pg/ml-es AgNP kezelés a
sejtek 73,61 %-anak pusztulasat okozta.

Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az E. fetida coelomasejtek annak ellenére,
hogy a 40 pg/ml-es AgNP-kezelés nem okozott olyan mértékli sejtpusztulast, mint az E.
andrei esetében, de érzékenyebben reagalnak az AQNP-kezelésre. A negativ kontroll
alkalmazasanal is nagyobb mértékii volt az elpusztult E. fetida coelomasejtek aranya, mint az

E. andrei coelomasejteké.
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A coelomasejtek tulélése 24 6ras AgNP és AuNP kezelést
kovetGen (E. fetida)
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2. grafikon: Az E. fetida coelomasejtek tilélése 24 oras AgNP és AuNP kezelést kovetéen (AgNP n=3, atlag
+ SEM).

Az Osszesitett E. fetida coelomasejtes tulélési adatokat grafikonon abrazoltuk (2.
grafikon). Az AgNP esetében koncentraciofiiggés tapasztalhato, azonban a sejtek 50%-a mar
az 5 pg/ml-es kezelés kovetkeztében elpusztult, ez nagyobb érzékenységre utal az E. andrei
coelomasejtekhez képest. A legnagyobb pusztuldas a 30 pg/ml-es kezelést kdvetden
kovetkezett be, a 40 pg/ml-es koncentracié nem volt akkora hatassal a sejtekre, mint E.
andrei esetében, valdsziniileg azért, mert addigra a sejtek nagy része mar elpusztult. Az E.
fetida negativ kontroll mintanal is nagyobb mértékii sejtpusztulast tapasztaltunk, mint az E.
andrei negativ kontroll mintajanal. Az AuNP-nak nem volt hatasa a sejtek életképességére a

kontrollhoz képest (5. abra és 2. grafikon).

Hasonloan az E. andrei adatokhoz itt is a jobb szemléltetés véget a nagyobb toxicitasu

koncentraciokat kozos hisztogramon abrazoltuk (7. abra).
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7. abra: A NP kezelt E. fetida coelomasejtek 7-AAD felvétele (a grafikonon a koncentraciok mellett a

pg/ml nincs feltiintetve)

A 10°-10" kozotti tartomany szemlélteti az €16 sejteket. A koncentraciok novelésével ez
a cstcs eltolodik a 102 érték felé, itt mar az elpusztult sejtek lathatok. Osszehasonlitva a 4. és

a 7. abrat a két kiilon fajbol szarmazé coelomasejtek kozotti kiilonbségek jol latszanak.

5.3. A SOD aktivitas vizsgalata zimogrdfiaval

A vizsgalatot E. andrei fajbol szarmazo coelomasejtekkel végeztiik. A sejteket 24 oOraig
kezeltiik a NP-okkal, utdna lizdtumot készitettiink. A lizatum fehérjekomponenseit nativ
gélelektroforézis alkalmazasaval valasztottuk el. A NP kezelés soran egy koztes koncentraciot
(5 pg/ml-es AgNP-koncentraciot) alkalmaztunk, mert az életképesség vizsgalat soran 10
pg/ml-es kezelésnél mar egy nagyobb mértékli sejtpusztulast figyeltiink meg. Az AuNP-
esetén a 20pug/ml-es koncentraciot valasztottuk, mert ott mar emelkedett az elpusztult sejtek
aranya az ¢16khoz képest. A bekebelezett NP-ok sejtbe jutasakor ROI-k képzédnek, melyeket

a SOD enzim semlegesit, vagy alakit at H,O,-a.
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8. abra. Coelomasejt mintak és szuperoxid dizmutaz enzimek zimografias képe nativ PAGE-val tortént

elvalasztas utin (reprezentativ példa). 1. Molekulasily marker 2. AgNP (5 ug/ml) 3. AuNP (20 ug/ml) 4.

H,0, (0,3 ug/ml) 5. CTRL 6. Nativ minta puffer 7. SOD 1:8 (0,01875 ug/ml) 8. SOD 1:4 (0,0375 ug/ml) 9.
SOD 1:2 (0,075 ug/ml) 10. SOD 1:1 (0,15 ug/ml)

A mintakhoz egy SOD-higitasi sort készitettiink, ehhez hasonlitottuk az enzimaktivitast.
Két erbteljesebb savot detektaltunk a NP kezelt mintdkban, 80-60 kDa és 40-30 kDa
kornyékén. A H,O,-t pozitiv kontrollként alkalmaztuk (8. abra).

SOD zimografia denzitometrias értékelése
14000

SOD 1:1
12000

SOD 1:2

SOD1:8
Au Ag
HZOZ

0,03 0,015 0,0075 0,00375 0,00077 0,00181 0,00291 0,00305

10000

8000

6000

4000

Teriilet/Intenzitds %
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SOD koncentracié (ug/ml)

3. grafikon: A 8. abran lathaté SOD zimografia denzitometrias értékelése

A denzitometrias analizisek (3. és 4. grafikon) alapjan megallapithatd, hogy az AgNP
és AuNP kezelés kovetkeztében képzodd reaktiv oxigén intermedierek hatdsdra nem
szignifikans, de megndvekedett SOD aktivitas detektalhatd a kezelt sejtekben a kontroll

mintakhoz képest.

20



Osszesitett denzitometrias értékelés
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4. grafikon: Osszesitett zimografiak denzitometrias értékelése (n=3, atlag + SEM).

5.4. Sejtszintii kaszpaz aktivitds vigsgalata E. andrei coelomasejteken
A mérést kaszpdz 3-szubsztrat fluoreszcens festék alkalmazasaval végeztilk aramlasi
citométerrel. A kezeléseket 4 és 24 oras idGtartamban hajtottuk végre. A kaszpaz-3 aktivitast

hisztogramon abrazoltuk (9. abra).

12: H AuNP20

o ] Ag+

it AgNP40

H
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z

AgNP30

viz

Caspase-3

9. abra: E. andrei coelomasejtek kaszpaz aktivitasanak kimutatasa kiilonb6z6 kezelések (AgNP, AuNP

Ag+) hatasara (A grafikonon a koncentraciok mellett a pg/ml nincs feltiintetve)
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A koncentraciok novekedésével a kaszpaz-3 aktivitas iS megné, ezt a 10? koriil 16v6
emelkedd cstcs mutatja. Az Ag’-t pozitiv kontrollként hasznaltuk (1,08 upg/ml), az
alkalmazott koncentracidban jol detektalhatdo volt a kaszpaz aktivitds. A negativ kontroll

(H20) és az AuNP kozott nem lattunk kiilonbséget (9. abra).

Sejtszintl kaszpaz aktivitas

30
. * %k
25
20
H 4h
15 W 24h

10

kaszpaz-3 aktiv sejtek (%)

H20 Ag+ Agl5 Ag30 Agdo Au20

koncentracidk (ug/ml)

(n=3) **p<0,01

5. grafikon: Kaszpaz-3 aktivitas vizsgalata 4 és 24 éras kezelést kovetéen (E. andrei)(n=3, atlag + SEM).

Eredményeink alapjan a 4 oras kezelést kovetden is kimutathatd volt a kaszpaz-3
aktivitas (5. grafikon). A 24 oéra elteltével a 40 pg/ml-es AgNP kezelt sejteknél nétt meg a
leginkabb a kaszpaz-3 aktivitas, szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a 24 o6ras 40 pg/ml-es
AgNP kezelt sejtek és a negativ kontroll kozott. Az alkalmazott AuNP koncentracional (20

pg/ml) nem tapasztaltunk Iényeges valtozast.

5.5. Sejtszintii kaszpaz aktivitds vizsgdlata E. fetida coelomasejteken

A kezelést azonos koncentraciokkal és inkubéacios idokkel hajtottuk végre, mint az E.
andrei coelomasejtek esetében. A nagyobb mértékii kaszpaz-3 aktivitast abrazoltuk
hisztogramon, illetve abrazoltuk a negativ kontroll és az AuNP kezelés eredményét is, a

kiilonbségek jobb szemléltetése céljabol (10. abra).

A hisztogramokon lathat6, hogy a koncentraciok novekedésével a kaszpaz-3 aktivitas is
emelkedik, ezt a 10° koril 16v6 emelkedd csucs mutatja, amely a kaszpaz 3-

fluoreszcenciajaval aranyos. Hasonléan a korabban mutatott eredményhez (9. abra) az Ag"' E.
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fetida coelomasejteken is kaszpaz aktivaciot indukal. A vizes kontroll és az AuNP kozott

nem figyeltiink meg szamottevo kiilonbséget.
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10. abra: E. fetida coelomasejtek kaszpaz aktivitasanak kimutatasa kiilonb6z6 kezelések (AgNP, AuNP

Ag+) hatasara (a grafikonon a koncentraciok mellett a pg/ml nincs feltiintetve)

Az értékeket grafikonon abrazolva (6. grafikon) lathatdo a kaszpaz-3 aktiv sejtek %-0S
novekedése. A 4 oOras kezelést kovetden is jelentds mértékll aktivitast tapasztaltunk.
Elmondhatjuk, hogy a kaszpaz-3 aktiv coelomasejtek mennyisége megduplazodott, mely a 24
oras kezelésnél a legkifejezettebb. Az AgNP kezelések hatasara jelentdsebb mértékii

sejtszintii apoptotikus aktivitast tapasztaltunk az E. fetida-nal, mint E. andrei-nél.

23



Sejtszintl kaszpaz aktivitas

80

70
X 60
%
S >0 W 4 6ras
(%]
E 40 24 6ras
o™
“©
(o}
e o
2

0 _

g+ Agl5 Ag30 Ag4d0 Au20
koncentraciok (ug/ul) (n=2)

6. grafikon: Kaszpaz-3 aktivitas vizsgalata 4 és 24 oras kezelést kovetden (E. fetida) (n=2)

5.6. AgNP kezelt E. andrei coelomasejtek DNS karosodasa (Comet assay)

A modszer a DNS-ben bekovetkezett szaltorések kimutatasara alkalmas, a DNS
karosodas mértékére is kovetkeztethetiink. Emellett elény, hogy egyedi sejtekrdl kapunk
informdciot, a kiilonbozd foki DNS-kérosodasokat is ki tudjuk mutatni. A moddszer a
folyamat végén kirajzolddd képrol kapta a nevét, amely egy iistokdsre hasonlit akkor, ha
minél nagyobb a karosodas. A 15 pg/ml-es AgNP koncentraciot valasztottuk ki kezelésként
(24 o6ra), mert az életképesség vizsgalatanal a 15 és 20 pg/ml-es koncentracid kozott pusztult
el a sejtek 50%-a. Emellett készitettiink egy negativ kontrollt (a sejtek 24 6ran at médiumban
voltak), egy pozitiv kontrollt (40 sec-0s UV-kezelés) és egy kontrollt. Mindegyik
targylemezrél minimum 50 képet készitettiink, melyeket késébbiekben a program (Comet
assay IV. Perceptive Instruments Ltd.) segitségével elemeztink. Az elemzés soran
végpontként a fej és a csOva intenzitasanak aranyat, a tail momentet (TM) hataroztuk meg, és

végeztiik el a statisztikai elemzést.

24



11. abra: A) negativ (médium)kontroll B) pozitiv kontroll (UV) C) H,0 kontroll D) AgNP (15ug/ml)

Az abrakon minél nagyobb karosodast szenvedett a DNS-alloméany, annal nagyobb a
csova, amely az UV-kezelés hatasa kovetkeztében jol latszik. A negativ kontrolloknal nem
lathatunk akkora kiilonbséget. Az AgNP-mal kezelt mintdnal szintén lathatunk karosodast,
amely kisebb mértékli, mint az UV-kezelés esetén, viszont kifejezettebb, mint a negativ
kontrolloknal (11. abra). Ertékeléskor a Tail Momentek-et (sejt nagysaga és intenzitasa)
vettiik figyelembe, majd a DNS-karosodas mértékét abrazoltuk (7. grafikon).

DNS karosodas mértéke
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7. grafikon. E. andrei coelomasejtek DNS-karosodasa Comet assay alapjan (n=1, ahol az egyes mintakbol

50 egyedi sejt analizisét végeztiik el).

Elmondhatjuk, hogy szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a negativ kontrollok és az AgNP-
kezelt sejtek kozott. Az UV-kdrosodds mértéke jol reprezentdlja, hogy a Comet assay

megfeleld kivitelezését (7. grafikon).
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6. Megbeszélés

A gerinctelen ¢€l6lények immunitdsanak relativ egyszertisége lehetOséget nyujt arra,
hogy egy érzékeny rendszert hasznaljunk a NP-k bioldgiai rendszerekkel torténd Osszetett
kolcsonhatasainak vizsgalatara. Coelomasejteket vizsgalva kimutattak, hogy képesek a NP-ok
(d= 45 nm+ 2 nm) felvételére, amely bonyolult energia-fliggd transzport mechanizmusok
révén valdsul meg (clatrin,- és caveolin medialt endocitdzis ttvonal) (CHOLEWA ES MTSAL
2006, VAN DER PLOEG ES MTSAI, 2012). E. fetida hyalin amoebocitai is képesek az AgNP
baktériumokat is, igy a makrofagok gerinctelen megfeleldinek tekinthetjiikk 6ket (HAYASHI ES
MTSAI. 2012, ENGELMANN ES MTSAL 2005). A NP-ok felvételének mechanizmusa a
coelomacitaknal még nem teljesen tisztazott. EQyik lehetséges modja a NP-ok felvételének
egy masik fagocitdzis-utvonal, melyben a scavenger receptorok jatszanak szerepet. A
scavenger receptorok konzervalt sejtfelszini strukturdkat ismernek fel, a fagocitdzis
elinditasahoz altalaban lipidekhez (lipopoliszacharidok és alacsony denzitasu lipoproteinek)
¢és polianionokhoz kotédnek. Gerinces (emlés) immunsejteknél ez a felismerési mod is
szerepet jatszik az immunologiai folyamatokban (KANNO ES MTSAIL 2007). Gytrtsférgeknél
eddig még nem talaltak scavenger-tipusu receptorokat, de mas gerintelen szervezetekben jelen
vannak, pl. rovarokban és puhatestiickben mar sikeriilt kimutatni funkcionalis scavenger

receptor homologokat (FRANC ES MTSAIL 1996, LIU ES MTSAL 2011).

A NP-ok szelektiv felvétele, dontd tobbségben valamilyen toxikologiai
kovetkezménnyel jar. A fém-alapt partikulumok gyors olddédasa kovetkeztében bioaktiv fém-
ionok szabadulnak fel, pl. AgNP esetén szabad Ag+ keletkezik, amely biologiailag sokkal
aktivabb, oxidalo tulajdonsaga révén kdnnyebben reakcioba 1ép a biomolekulakkal (pl. DNS,
fehérjék), ROS képzddés révén a stressz-utvonalak elinditéja (BEER ES MTSAL.2012, YANG ES
MTSAI 2011). HAYASHI ES MTSAI (2012.) vizsgaltak E. fetida-nal a sejtszintii ROS-aktivitas
novekedését AgNP kezelés hatasara és mar rovid idejii kezelést kovetéen (1-6 h) is egy
erdteljesebb oxidativ stresszvalaszt tapasztaltak. A coelomasejtes eredményeket THP-1
(human akut leukémias sejtvonal) sejtekkel Osszehasonlitva, hasonld folyamatot figyeltek
meg. Egy masik in vitro tanulmanyban a Cgy hatdsara a coelomasejtek életképessége
valtozatlan maradt, azonban a CCF-1 génexpresszios szintje csokkent, amely egyfajta

immunszupressziora utalhat (VAN DER PLOEG ES MTSAL 2012).

Munkank soran feltételeztiik, hogy a giliszta immunsejtek, mint primér makrofag-szerti

rrrrr

26



toxicitasi aranyanak megallapitasa volt E. andrei és E. fetida gilisztafajokon, illetve a két faj
kozotti kiilonbségek megallapitasa a NP kezeléseket kovetden. A sejtek életképességének
vizsgalata soran E. andrei gilisztafajnal kimutattuk, hogy a 24 6ras 15-20 pg/ml-es AgNP-
kezelés a coelomasejtek 50%-anak pusztulasat okozta (1. grafikon), mig E. fetida-nal
ugyanekkora koncentracié hatasara a sejtek tobb mint 60 %-a elpusztult (2. grafikon). Az 50
%-o0s sejtpusztulas mar az 5 pg/ml-es AgNP-kezelés hatasara bekovetkezett. Az E. fetida
coelomasejtek érzékenyebbek, nemcsak a NP kezelésekre, de a negativ kontroll esetén is
kétszer akkora sejtpusztulast tapasztaltunk. Eredményeink megegyeztek a szakirodalomban
leirtakkal (HAYASHI ES ENGELMANN 2013), az AuNP nem befolyasolta 1ényegesen a sejtek
¢letképességét, a pusztulds nem volt jelentds egyik fajnal sem a kontrollhoz képest. A két NP
toxicitasbeli kiilonbségének oka, hogy az AgNP bekeriilve a sejtekbe, az ott 1évé enzimek

hatasara ionos formava alakul, mig az AuNP nem, joval stabilabb szerkezettel rendelkezik.

LAPIED ES MTSAL (2011) L. terrestris gilisztafajon vizsgaltak in vivo TiO, NP-kezelés
hatasara bekdvetkezd apoptotikus valaszreakciot, amely nem a mortalitdsban, hanem
szovetszinten nyilvanult meg. Kisérleteink soran a NP-kezelés hatdsdra bekovetkezd
sejtszintli apoptotikus aktivitast vizsgaltuk. A két faj coelomasejtjei kozotti érzékenységbeli
kiilonbséget a kaszpaz-3 aktivitds vizsgalata is megmutatta. E. andrei coelomasejteknél
szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a 24 6rds 40 pg/ml-es AgNP-kezelés és a 24 orés
kontroll minta k6zott (**p<0,01, n=3), E. fetida esetén a kaszpaz-3 aktiv sejtek %-os aranya

egyarant megduplazodott a 4, -és 24 oras kezeléseket kovetden (5 és 6. grafikon).

Eldzetes szakirodalmi adatok alapjan a sejtbe bekeriilt NP-ok hatdsara a megemelkedett
ROS-szint miatt a SOD-aktivitas fokozodik (HAYASHI ES MTSAI 2012). Kiilonb6zo
koncentraciokat valasztottunk ki E. andrei fajnal az ¢letképesség vizsgalata alapjan a SOD-
aktivitas kimutatasahoz. EImondhatjuk, hogy mar az 5 pg/ml-es AgNP-kezelés kovetkeztében
nagyobb mértékben volt kimutathatdo a SOD expresszio, mint a 20 pg/ml-es AUNP-kezelésnél
(4. grafikon). Elozetes tanulmanyaink alapjan tudjuk, hogy gilisztanal mar sikeriilt kimutatni
a Cu/Zn SOD jelenlétét monoklonalis ellenanyaggal (ENGELMANN ES MTSAL 2002), ennek
molekulatomege 32,5 kDa, amely egy monomer. A gyari SOD, melybdl a higitasi sor
készitettiik, valosziniileg dimer allapotban volt jelen, amely e kezelt mintdknal a lizis

kovetkeztében valhatott monomerreé.

Az SOD enzim aktivitas vizsgalatanak eredményeibdl feltételeztiik, hogy a NP kezelés

kovetkeztében DNS-kdrosodas Iéphet fel (reaktiv oxigén intermedierek célmolekuldja lehet a
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DNS). GUPTA ES MTSAL (2014) ZnO NP (50 és 100 nm) toxikus hatasat és a DNS-karosodas
mértékét vizsgaltak E. fetida coelomasejteken, koncentraciofiiggd toxicitast tapasztaltak,
amely korreldlt a DNS-karosodas mértékével. Comet assay-vel a karosodas mértéke az altaluk
alkalmazott mindkét méreti NP esetén mar 3ug/ml esetén kimutathaté volt. Kisérletiink
kivitelezésekor szintén ezt a mddszert alkalmaztuk a DNS-karosodas becslésére E. andrei
coelomasejteken. A 15 pg/ml-es AgNP-kezelés hatasara szignifikans kiilonbséget
tapasztaltunk a negativ kontroll és az AgNP- kezelt sejtek, illetve a negativ kontroll és az

AgNP-kezelt sejtek kozott (7. grafikon).

Tovabbi fontos kérdés, hogy a NP hogyan befolyasoljdk a coelomasejtek jelatviteli
utvonalait. Egymassal parhuzamosan tobb stressz jelatviteli (MAPK) utvonal is aktivalodhat
AgNP vagy mas NP hatisara, amely kapcsolatot alakit ki az oxidativ stressz és az
immunvalasz 1étrejotte kozott. A MAPK-csalad foszforilacios folyamata még nem tisztazott
coelomasejteken, azonban a Mytilus haemocytait in vitro NP-okkal vizsgalva a MAPK-utak
(p38 és a JNK) tagjainak gyors aktivacioja indult be (CANESI ES MTSAL 2008, 2010).
Hasonloan a Mytilus-hoz, egy masik édesvizi kagylonal (Dreissenia sp.) is tanulmanyoztak a
MAPK-csaladba tartoz6 ERK és p38 jelatviteli utakat aktivalta (COULEAU ES MTSAL 2012). E.
fetida amoebocyta populacioknal kimutattak, hogy az aktivaciohoz kalciumra van sziikség,
igy lehet, hogy ugyanazon kalcium-jelatviteli utaknak vannak birtokaban, mint a
magasabbrendii szervezetek, melyek 0Osszekotik a stressz valaszokat az immunrendszer

aktivaciojaval (OPPER ES MTSAI 2010).

A NP-kal kapcsolatos immuntoxikologiai kutatasokban a termelt (és a
coelomafolyadékban lokalizalodd) humoralis komponensek vizsgalata is egy jabb érdekes
tertilet lehet. A fagocitak citokin szekrécidja a sejtek valasza a sejtbe keriild6 NP-ok hatasara.
Direkt bizonyitékokkal azonban nem rendelkeziink, hogy gytriisférgekben irtak-e le mar
konzervalt vagy ujszerii citokineket. Osszehasonlitasképpen més gerinctelen szervezeteknél
(féként az izeltldbuaknal), mar elég adat 4all rendelkezésiinkre a citokin-medialta
immunfunkciokrol (MALAGOLI 2010; MALAGOLI ES MTSAIL.  2012; SODERHALL ES MTSAL
2005). Gytrtsférgekben a citokinek létezését és konzervaltsagat nehéz bizonyitani, azonban
kordbban megfigyelték egy emldés TNF-a ellen termelt monoklonalis ellenanyag pozitiv

reakcigjat a coelomasejteken (ENGELMANN ES MTSAIL 2002).
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12. dbra: A NP-ok megjelenése kovetkeztében beinduld, coelomasejtek dltal kozvetitett immunoléogiai folyamatok
(sematikus dbra). A gytiriisférgek immunrendszerérol elmondhato, hogy bonyolult celluldaris és humoralis
mechnanizmusok dsszege, amelynek sordn fontos szerepet tolt be a coelomasejtek fagocitota és citotoxikus
képessége, de a folyamatok egy része a coelomafolyadékban taldlhaté faktorok és a coelomasejtek dltal termelt
molekuldak dltal szabdlyozott lépésekbdl all (Me+: fémion, ROS: reaktiv oxigén intermedier)(atvéve HAYASHI ES
ENGELMANN. 2013.publikdciéjabol).

A gytiriisférgek coelomafolyadékarol azt is feltételezik, hogy immunolodgiai funkcidjat
tekintve ekvivalens az emldsok vérplazmdjaval, mindkettd fehérje gazdag, fOként
chloragocytaknak (mozgoképes és szesszilis forma) lehet szerepiik a természetes stresszorok

elleni humoralis immunvalasz kialakitasaban (MOLNAR ES MTSAL 2012).

Jelenleg az E. andrei és E. fetida kiilon fajként szerepelnek az irodalomban (DVORAK
ES MTSAL 2013). A NP-ra adott toxikologiai valaszban fajok kozotti kiilonbségeket
tapasztaltunk. Ez részben adodhat abbol, hogy bar a két faj hasonlo 6kologiai szerepet tolt be,
azonban az E. andrei inkabb a laboratoriumokban megtalalhaté faj, mig az E. fetida a
laboratériumokban kevésbé, inkabb természetes kozegben fordul eld. Feltételezésiink szerint
az E. andrei jobban alkalmazkodott a laboratoriumi koriilményekhez, ezaltal kevésbé

érzékeny a kiilonbozd kontaminaciobol adodo toxikoldgiai hatdsokra.

Tovéabbi terveink kozott szerepel a NP-k altal kivaltott sejtszinti ROS aktivités
vizsgalata aramlasi citometriaval, illetve a coelomasejtek megvaltozott génexpresszios
mintdzatanak (mintdzatfelismerd receptorok, humoralis immunkomponensek, oxidativ stressz

molekulak) mérése valds-idejii PCR segitségével.
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7. Osszegzés

Az Eisenia gytrisféreg fajokat els6sorban okotoxikologiai kisérletekben hasznaljak,

mint modellszervezeteket, egyre elterjedtebbek azonban a nanotoxikologiai vizsgalatokban is.

Kiterjedt, részletes tanulmanyok hianyaban Kevés ismeret all a rendelkezésiinkre, hogy a NP-k

milyen kockazati tényez6t jelentenek sziikebb értelemben a kozegészségre, tagabb értelemben

pedig az 6koszisztémara.

1.

Vizsgalataink soran kiilonb6z6 koncentracioji és id6tartamu in vitro AgNP ill.
AuUNP kezeléseket végeztink E. andrei és E. fetida coelomasejteken.
Megallapitottuk, hogy az AgNP mindkét fajnal dozisfiiggd sejtpusztulast okozott.
Az E. andrei esetében 10-15 ug/ml AgNP, az E. fetida-nal pedig 5ug/ml mutatott
erbteljesebb toxicitast. Az AuNP egyik fajnal sem okozott 1ényeges valtozast a
kontroll sejtekhez képest.

A NP éltal kivaltott reaktiv oxigén intermedierek termelését szuperoxid-dizmutaz
(SOD) enzim zimografia segitségével vizsgaltuk E. andrei coelomasejteken.
Mindkét NP kezelt mintandl erdteljesebb enzimaktivitdsat tapasztaltunk, mint a
kontroll mintak esetében.

Az NP Aaltal kivaltott sejtpusztulds mechanizmusat sejtszintli kaszpaz 3 aktivitas
vizsgalataval végeztiik, melyre az E. fetida coelomasejtek magasabb, mig az E.
andrei coelomasejtek alacsonyabb kaszpaz aktivitassal valaszoltak.

A DNS karosodas kozvetlen becslését Comet-assay-vel E. andrei coelomasejteken
végeztiik el.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy E. fetida gilisztafajbol szarmazo
coelomasejtek érzékenyebben reagalnak a NP kezelésekre, mint E. andrei

coelomasejtek.

A gerinctelen modellszervezetekkel végzett kutatdsok ravilagithatnak arra, hogy

milyen felismerési,- és sejten beliili jelatviteli mechanizmusok indulhatnak el a NP-ok

megjelenésekor, illetve a sejtekbe keriilésekor, azonban még szamos megvalaszolatlan

kérdésnek vagyunk birtokaban. Elmondhatjuk, hogy az altalunk alkalmazott Eisenia fajokbol

szarmazo coelomasejtek egy érzékeny modellrendszernek bizonyultak a NP-ok és biologiai

rendszerek komplex interakciojanak vizsgalatakor.
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